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Sun:unary 
In a compa1'ativc study of inhibito1'Y action in vit1'o of pisatin against ce1'tain p1ant 
pathogenic fungi， ED50 va1ues we1'e obtainecl at the following concent1'ation of pisatin: 
120 f!gfml fo1' the inhibition of ge1'm tube g1'owth of Ascoch)'ta pisi that was pathogcnic to 
pea (Pむumsativum)， ancl15μgfml fo1' Cladoゆoriumfidvum，a fungus that was norトpathogeポc
to pea p1ant. Fo1' inhibito1'Y action in thc 1'aclia1 mycelia1 g1'owth， the pisatin concent1'a舗
tions fo1' ED50 values we1'e 100， 65， ancl 40μgfml 1'espectively fo1' Fusarium solani f. pお'1，
pathogenic to thc plant， Botヮtiscinerea， a po1yx巴nicfungus ancl pathogenic to the p1ant， 
ancl C. fulvum. The 1'esults suggest吋 thatthe fungi known as pca pathogens we1'e 1'ela-
tive1y insensitive to pisatin ancl， incont1'ast， those that we1'e non-pathogenic to pea werc 
sensitive to pisatin. Pisatin was convcrtecl quickly when it was aclclecl to a concentration 
of 10 pgfml to a mcdium in shake culture containing active1y germinating sporcs of A. 
pisi ancl clisappearecl from the mixture 60 minutes after the exposu1'e. This clisappearance 
was coinciclecl with the appearance of a conve1'sion p1'oduct that was les toxic to th巴fungi
in spore germination than pisatin was. Pisatin clisappearecl 24 hours after it was exposecl 





















diffusate techniqu巴(水泌接事!U~) でおき，そこに生成された pisatin を， PerrinらのH法16) に
添拠してお1IHし，務総クロマトグラフィ (TLC)で純化，結1日:としたものである.
路子発芽に対する pisatinの綿密作用の検定 Ascochyta1均iと Clαdoψoriumfulvumを検
定的とし， V-8ジュースT;!i地上に形成された河閣の分生胞子を用いた. 296合イIエタノーノレ液に
pisatinをその濃度が5，10， 50， 100， 200， 300，および 500μg/mlとなるように添加し，これ
らの淡をホーノレスライ Fグラスのホーノレ部に 0.15ml ずつお~jT して，この波小 lこ両指駅前の胞子
を包:IlHした;忠夫ブロック〔筏 4mm)を担没させ， 250C Iこ 12-24時 1m治 ift して胞子発J.f?終と発~.:
管長を pisatin無添加2pgェタノーノレ液中でのそれと比較した.
病原菌の菌糸伸長に対する賠詩作用の検定: 検定的として Fusariumsolani f.ρisi， Ascochyta 
〆si，Botrytis cinereαおよび αadosp07匂mfulvumをmい，これらの政を pis丘tin合平j Martin's 
peptone-glucose agar (10 g グルコース， 5g ペプトン， 1 gザン椴1カワ 0.5g1指紋マグネ
シウム，寒天 15g，蒸留水 1，000ml， pH 6.0)にJ;".:主主した. このIl寺のよ布地の pisatin濃度を
10， 50， 100 (!g/ml ( 2 9oヱタノーノレ含有)とし，各濃度の的1iliを 1mlずつ筏3mmのベトリ -ill
!C分注し，各iおの1翁i詑(筏 3mm)を援事H，250Cで収益して，凶糸伸長皮を pisatin1!f添加J六地
(25ぢヱタノーノレ合布)のそれと比較した.
Pisatin (J)病原菌による分解 A.lりisi，F. solαni f.ρisi， Clad. fulvum， Colletotrichu7n linde-
muthianumおよび Glomerellacingula却を供試し， V-8ジュース松地 i二iこ形成された胞子によ




を 3mlのエタノーノレ液に再度溶かして， 309nm におけるi汲光皮で pisatinを定泣した.
Pisatinとその分解物の抽出液についての検討:前試験と問機に pisatinを 10μg/ml添加し










Pisatin分解物の検討: 前試験において， pisatin添加崎地lζA・1うtSt の胞子を24時|現段蓋し，
そのJf養P淡を凶塩化炭素で2盟主liUlした後， ζの淡を罰/i酸エチJレでさらに2問抽出し， ζのお1I
tB液を乾悶させて pisatin分解物を得た. これをヱタノーノレl口容かし，紫外線吸収スペクトノレを
議べfこ後， Van Ettenらの方法21)Iとより，この淡に O.lNNaOHを添加して pH13とし， 再度
吸収スベクト Jレを iVJ~べ，その変動をみると共 1r.，これを pisatinのスベクトノレと比絞した.また，
この分解物のエタノーノレ淡を TLCでl臨時し，滋踏板とlζ検出された分解物についてジアゾ化し
た p・nitroanilineによる虫色反応を行ない，これを pisatinのそれと比絞した.
Pisatin 分解物の抗溜カの検定 pisatin 分解物の抗~カを pisatin のそれと比絞するため，
fir試験と同様にして得られた pisatin分解物について胞子発芳三試験lとより検討した.すなわち，
pisatin分解物をエタノーノレに溶解し，紫外部 309nmにおける吸光度が1.0となる放を作った.
一方， pisatinをエタノーノレに溶解し， 関様lと!汲光度が1.0となる液を作った. ζの南波からそ
れぞれ 3mlを採り，湯Jl!{上でヱタノー ノレを蒸発させてg;広間物とした後，これを再度 3mlの3F6




試験管に 1mlずつ分注し， 250Cで24時間取獲した後，これに pisatin濃度が100，200， 300， 
500μg/mlとなるように pisatinを添加した (ζのときのエタノール淡皮は296). これらの淡
を16時間または24時間法務した後Ir.，前試験と同様に四i主化炭素と酷稜ヱチノレでーそれぞれ2部抽
出し， pisatin残王子最と分解物のi誌を測定した.
各種病原菌による pisatinの経時的分解の検討 Clad.fulvum， B. cinereaおよび A.ρがの胞
子浮遊液(濃度:1.5-5.0 X 105spores/ml)をそれぞれ 50ml谷三flJコノレベンに 5mlずつ分注し，
48時間， 250Cで前培養し， ζれに pisatinを 10μg/mlとなるように添加して，さらに6，12， 
24， 36， 4811寺閥培養した後に，各培養P液中の残存 pisatinとその分解物を前述の方法で摘出し
た.また A.pisiの場合は 40flg/mlの pisatinf在地についても同様な検討を行なった.
結 果
Pisatinの各種病原菌に対する間接作用: 各濃度の pisatinによる A.ρisiとClad.fulvumの
胞子発芽に対する眼怒作用は第 1~1 (A， B)に示す通りである.商閣とも pisatin濃度K比例し
て発芽阻害を受けているが，そのi旺努皮は発ヨド率よりも発'*4首長に強く現われた.また，雨障に
対する阻容度を比較すると，A.ρ1Stよりも Clad.fulvumの方が強い担容を受け， pisatinの発芳三
管長阻害l乙対する EDsoはtti1間(掛から求めると .4.pisiでは約 120μg/ml，Clad. fulvumで
はがj15 pg/mlであり ，A.jうおiはClad.fulvumより 8iB'も高い濃度を示した.
Pisatinの各種病原誌ffj;f糸伸長に対するFJl~Jj-作用を比較した結果は第 2 t設にポすように， この
場合も病原砲の種類lとより pisatinの阻害K!JflI成な差がみられた.すなわち，F. solani f.ρisiと
A. pisiではあまり犯容はみられず， 100 pg/mlでは pisatin然添加の場合の荷糸lrjJ長度の80労で
あったのに対し，B. cinereaでは4096，αd.んlvumでは2096と強い限害がみられた.この結果
から，各摘涼閣の閣糸 frlJ:長|征t1f- K~せする pisatin の EDso を求めると ， Clad. fulvumでは10-50
μg/ml (約 40μg/ml)， B. cinereaでは 50-100μg/ml(約 65μg/mわであるのに対し，F. sol，αni 
f.lうおiとんpisiでは 100μg/ml以上で， 本試験における pisatin濃度では臨糸伸長阻容に対す
るEDsoをオミめることはできなカ〉った.
第45号 (1978)
Pisatinの各種病原菌胞子による分解: 第1表K示すように各穣病原諸の胞子を pisatin 含
有培地IC24時間培養すると， pisatinの減少がみられるが，その中でも A.pisiおよび F.solani 
f. pisiを培養した場合の減少が著しく， G. cingulataと Clad.fulvumではわずかの減少しかみ
られなかった.
佐賀大学農学奨報94 
COllve悶ionof pisatin causcd by spores o[ various pathogens Table 1. 




















* Absorbance at 309 nm 
Table 2. Solvents used [01' extracting pisatin and its conversion product 



































なった 2 簡の酷酸ヱチノレ主IJI出では非常に減少し，第 3 閣に~すように pisatin 特有の吸収曲線は
みられなかった.24時間培養した後の回収益をみると，忍f出エーテノレと四塩化炭素による 41盟の
抽出では01待問および無培養のそれとに比べて非常に減少しており， pisatinが分解している ζ
とを示している.一方，この ζ とから pisatin分解物は石油エーテノレと四塩化炭素では抽出され
まftいことがわかった. これに対し， 防援エチノレによる 4回の抽出ではoIl~jf沼および無駄:養区の
キ Absorbanceat 309 nm 
Tablc 3. Solvcnts uscd for extracting pisatin and its conversion product 
duc to Fusarium solani f. tisi 




































































Concenlration of pisati n (μg/ml) 





Fig. l-A. Inhibitoryeffect of pisatin on the spore 
germination of Ascochyta pisi and Clado司torium
fulvum. 
Fig. l-B. Inhibitory cffect of pisatin on the growth 
of germ tube of Ascoclryta pisi and Cladosporium 
fulVUIl 
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Fig. 4. Ultraviolet absorption spcctra of the prcpara“ 
tions obtaincd in ethanol following extraction at 
24 hrs with carbon tetraoxide (CCl，) and ethyl 
acetate (EA) from Ascoclryta pむ grownon 
pisatin containing media. 
250 300 
Wave length (nrl 
Fig. 3. Ultraviolet absorption spectra of the prepara噌
tions obtained in ethanol following cxtraction at 
o hr with carbon tctraoxide (CC14) and ethyl 
acctate (EA) 公omAscoclryta戸isi grown on 
pisatin containing media. 
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する結果となった.この ζ とは第4留に示すように， i耐lJ出液の紫外部吸収曲線からも確認でき
た.F. solani f.ρisiを培養ーした場合も第3表にみられるように A.pisiと閥様の紡糸が得られた.
Pisatin分解物 Pisatin添加綾地に A.pisiを24[待i沼地:慈し， この治義P淡を前述の巡り，
四塩化炭素と語ii酸ヱチノレでそれぞれおlJ出し，これらの紫外部吸収泌総を示したものが~~ 5閣であ
る.これによると磁波エチノレで"1i!Jt討される pisatin分解物のエタノーノレ液が pH7で示す吸収[1
線は pisatinのそれと全く同じで， 309nm 1ζ維大f氏 260nmIζ極小依を有する曲線であった.
しかし，このエタノーノレ淡を O.lNN品OHで pH13にした場合の吸収11線は経大1i[が 301nm，;隊
小値が 252nmIζ移動し，また， ジアゾ化した p-nitroanilineによる虫色反応でオレンジ色を示
し， Van Ettenが報告している dihydroxy-8，9-methylene-dioxypterocarpan21)と紫外部総スベ
クトノレおよび呈色反応とともに一致した.
Pisatin分解物の胞子発芽に対する阻審 Pisatin分解物が C.lindemuthiαnumの胞子発芳三





Table 4-. Inhibitory cffects of pisatin and its convcrsion product 011 thc gcrmination of 
Coletotrichum lindemuthiallm 
Germ-tube 
Solution tcstcd Pisatil1 Spores Sporcs Germination 
concentratlOl1 counted gc ratc Length Inhibition 
rate 
Pisatin 1.0* 653 102 15.6 (%) 16.6 (μ) 94-(%，) 
Conversion prodl1ct 1.0 664 632 95.2 116.1 56 
Control 。 614 585 95.3 263.7 O 
* Absorbance at 309 nm 
A. pisiによる高濃度 pisatinの分解 pisatin濃度が 100，200， 300，および 500f!gjmlの
地地で，A.lうがを 16 時間または 24 時間府議した場合の pisatin 分解をみた結果がZf~ 5表である.
100， 200および 300μgjmlでは pisatinは分解されて，その分解物の治加がみられたが， 500 
pgjmlでは pisatinの減少はみられなかった.






Pisatin concentration after 









，. Absorbance at 309 nm 















が第 7悶である. pisatin 添加 ï~[後から減少して， 60分で分解は終了し，培義180分までは変化は
97 
なかった. Pisatin分解物も pis丘tinの減少と対照的に増加し， 60分以降は変化がみられなかっ
た.これを 40pg/mlの pisatin濃度でみたものが第81認である .ζの場合の pisatin分解終了は






Wave length (nm) 
Ultraviolct absorption spcctra of pisatin-conversion product at pH 7.0 and pH 13.0. 
1.0 





























Fig. 7. Pisatin ー@ー and its conversion 
product (-0-) cxtractcd from the shake 
cuItures Ascoc.砂tapisi after various incuba-
tion periods. The conc巴ntrationof pisatin 
added to the medium was 10μg/ml. 
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Incubation time (min) 
。48 
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Fig. 6. Pisatin (ー @ー )and its conversion product 
(-0…) cxtracted fI'om the shake cultures of 
Clado司toriulIl .fulvum after various incubation 
periods. The concentration of pisatin added to 
























Incubation time (h) 
Fig. 9. Pisatin (ー ⑧ー )and its conversion product 
(-0ー )extracted from the shake cultures 
of Botrytis cinerea aftcr various incubation 
pcriods. ぐrheconcentration of pisatin addcd 
to the mcdillm was 10 flgfml. 
24 12 6 
Incubation time (min) 
Fig. 8. Pisatin (…⑬…) and its conversion prodllct 
(-0ー )extractcd from the shake clltlres of 
Ascoc砂taTむ aftervariolls incllbation pcriods. 
The concentration of pisatin added to the 
medillm was 40μgfml. 
240 180 120 60 
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管伸長1ill. ~!H乙立すする EDso は A. ρisi で約 120μg/ml であるのに対し， ααd.fulvum では約15
μg/mlであり，エンドウの病原闘である前者がifl"病原潟の後者より 8倍の高濃度を示した.ζれ
を菌糸{1ft長距WIζ対する EDsoについてみた場合も隠様な傾向がみられ，CIαd.fulvumが 40pg/ 









については Wit“Elshove2，Z3)，Van EttenI9，21) らによっても報告されている.本実験においては
前報につづき， pisatinの病原閣による分解の比較を6稜の病原菌の胞子を用いて行なった結来，
A.lうたiと F.solani f.pisiでは著しい pisatinの分解がみられたが， 非病原菌の G.cingulata， 
Coll. lindemuthianum， Clad. fulvum では分解はわずかで、あった.ζの給~Uま pisatin による各種
病原閣の消糸{If!長lと対する阻害と板関がみられ pisatinのi虫害をうけなかった指原閣は強い
考
型:rl/'・原・凶1/': Pisatinの病原iMHこ対する隆容と病原磁による pisatinの分解 99 
pisatin分解力を有するが，強い阻害をうけたエンドウの非病原菌では pisatinの分解はわずか
しかみられなかった.
日iggins らはアルファノレファの phytoalexin である medicarpin の病燦磁による分fIV~ とその分
解物について検討2-7)しているが， pisatinも medicarpin類似の pterocarpon類であることか





260nm)であるが， NaOHでアノレカワ性にすると，極大{践が 301nm，極小伎が 252nm ~ζ変動し，
ヂアゾイとした p-nitroanilineでの虫色反応で強い orange色を笠することが VanEtten により報
告21)されており，この分解物を彼は 3，6 a dihydroxy 8， 9-methylene-dioxypterocarpanと命名





ルファの phytoalexinはその病i底的 Stemphyliumbotryosum によってフ且ノール性物質の com船







より分解物の方が多かったことから，本l溜が分解可能な pisatin濃度は 300μg/ml以上， 500 pg/ 
ml以-rの範冊にあることが判明した.
Pisatinを 10μg/ml含有する椛地でエンドウの非病原j!tfααd.fulvumを培養しでも， pisatin 
の分解は全く起らない ζ とは前に述べたが，病原l!f~の A. pisiでは pisatin添加誼後から分解が
起り， 60分で分解は終了する一方，その分解物が pisatin消失と対称的に生成された. また，B. 





Pisatin の各種継物病原j~îIζ対する阻害作用を in vitroで比絞した紡糸，エンドウの病原i請で
ある Ascochytapisiの胞子発芽管仲良阻害に対する pisatinの ED50は120μg/ml，非病原菌の
Clad.ψorium fulvumのそれは 15μg/mlであり， j笈糸伸長阻害lζ対する ED50はClad.fulvumで
は 40μg/ml，多犯性i誌の Botrytiscinereaでは 65μg/ml，エンドウの病原菌である Fusarium
solani f. pisiでは 100pg/ml以上であった.このように，エンドウl乙荊原性を有する菌は非病原
100 依賀大学農学金主線 第45-}j-(1978) 
閣に比べて pisatinの1:江容をうけ滋tいことが認められた. 一方， pisatinを 10pg/ml合:仔するJ:N
地I"C，A.ρisiの発芽胞子を振とう収益すると，政ちに pisatinの分解が始まり， 60分で pisatin
は分解，消失し，それと共にその分解物が生成された. この分解物の胞子発:JH::対する限容は
pisatinのそれより劣っていた B.cinereaでは pisatinの分解，消失に241略的iを袈し， ααd.
flllvumではその分解はみられなかった.
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